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論文内容の要旨
【目的】微小管を形成するチコープリンは、結合したGTPをGDPとPiに加水分解するGTPアーゼ活性を持
つ。チュプリンの持つGTPアーゼ活性は細胞分裂を含む多くの細胞必須機能に重要である。 GTPアーゼ活性
はPiあるいはGDPの生産量で表され、従来3Zpなどの放射性向位体を用いて測定されている。また最近では
high performance liquid chromatographvを使用し、放射性同位体を用いない測定方法の開発が進められ
ている。今回投々はキャビラリー電気泳動を使用し、より簡易で迅速なGTPアーゼ活性測定法を開発した。
次に応用として細胞分裂遅延活性を持つジメチルアルシン酸 (DMA)のチュプリンーGTPアーゼ活性に対
する影響を検討した。
【方法】 (1)チュプリンとGTPをlOOmM2-(N-morpho I i no)cthanesuげonicacid側ES)緩衝液 (pH6.5)
中3Ttで反応させ、遠心分離後、上清をUJtrafree-MC10，000 NMWL Filter Unitで漉過してキャピラリー
電気泳動同試料とした。 (2)反応液中のGMP.GDP. GTPを分離し、活性はGDP生産量で求めた。 (3)チュプ
リンとDMAを3TCで30分間反応させ、生成したGDPを測定した。
【結果】 (1)泳動用緩衝液として一般に用いられているホウ駿及びリン酸緩衝液では良好な結果が得
られなかった。 MES緩衝液(同16.5) を用いることにより、上記ヌクレオチドの分離が良好に行われた。
GMP， GDP， GTPの検出時間は3.8.5. 5. 7. 2分であり、分析時間は15分であったo (2) DMAは生成したGDP
を濃度抜存的に減少させ、その附害は200μM[)MAで約50%であった。
【結論】キャピラリー電気泳動を用いた本法によりGTPアーゼ活性が簡易かっ迅速に測定できることが示
された。今後様々なGTP結合タンパIク質の研究への応用ができる。また、 DMAの細胞分裂遅延活性にはチュ
プリン-GTPアーゼ活性阻害が関与することが示唆された。
論文審査の結果の要旨
微小管を形成するチュプリンは、結合したGTPをGDPとPiに加水分解するGTPアーゼ活性を持つ。チ
ュプリンの持つGTPアーゼ活性は細胞分裂を含む多くの細胞必須機能に重要である。 GTPアーゼ活性はPiあ
るいはGDPの生産量で表され、従来 32Pなどの放射性同位休を用いて測定されている。また最近ではhigh
performance liquid chromatographyを使用し、放射性同位体を用いない測定方法の開発が進められて
いる。本研究は、キャピラリー電気泳動を使用し、より簡易で迅速なGTPアーゼ活性測定法を開発した
ものである。
チュプリンとGTPの反応は、 IOOmM2-(N-morphol ino) ethanesulfonic acid (MES)緩衝液 (pB6.5) 
-337-
中3rtで行われた。遠心分離後、 UItrafrcc-MC 10.000 N附LFilterUnitで漉過された上清が訊料として
用いられた。試料中のGMP，GDP. GTPはキャビラリー電気泳動で分離を分離され、 GTPアーゼ活性は GDP生
産量で求められた。泳動用緩衝液の選択のため、チ斗プリンを含まない系でのグアノシンヌクレオチドの
分離が行われた。泳動用緩衝液として一般に用いられているホウ酸 (pH9.0)及びリン駿 (pH7.0)緩衝液
では良好な結果が得られなかったのに対し、 MES緩衝液 (pH6‘5)ではヌクレオチドの分離が良好に行われ
たことから、以後緩衝液としてはMESが用いられた。 GMP.GDP， GTPの検出時間は3.8，5.5， 7.2分であり、
分析時間はl5分以内であった。チュプリンーGTPアーゼ反応液では、チュプリンを含まない系同様、ヌクレオ
チドの分離が良好に行われた。 GTPアーゼ反応時間に伴いGDPは期加し、その増加は反応60分まで直線性が
示された。
本法の応用例として、細胞分裂遅延活性を持つジメチルアルシン酸 (m仏)のチュプリンーGTPアーゼ活
性に対する影響が検討された。 D制A添加により、チュプリンによるGDP生成量は濃度依存的に減少し、その
阻害は200μMDMAで約50%であった。
キャピラリー電気泳動を用いた本法によりGTPアーゼ活性が簡易かっ迅速に測定されることが示された。
今後様々なGTP結合タンパク質の研究への応用が期待される。また、多くの分裂阻吉剤同様、 DMAの細胞分
裂遅延活性にはチュプリン-GTPアーゼ活性阻害が関与することを示唆している。
以上の研究成果は、チュプリンを含むGTP結合タンパク質のGTPアーゼ活性測定法について、新しいま目見
を与えるものであり、著者は博士(医学)の学位を授与されるに値するものと判定された。
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